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БАПНА-АМИДАЗНАЯ И ЭЛАСТАЗНАЯ АКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ 
В БИОЛОГИЧЕСКИХ СРЕДАХ БЕРЕМЕННЫХ ЖЕНЩИН С ИНФЕКЦИОННОЙ 
ПАТОЛОГИЕЙ
Занько Ю.В., Окулич В.К., Клименкова Ю.Г.
УО «Витебский государственный медицинский университет»
Актуальность. Одной из групп заболеваний, 
наиболее часто приводящих к различным формам 
патологии беременности, являются инфекционные 
осложнения. Приспособительную роль при инфек-
ционном процессе выполняют и типовые патоло-
гические процессы, одним из которых является 
воспаление. При этом в крови повышается уровень 
медиаторов воспаления, таких как гистамин, ин-
терлейкины, ФНО-α и др. [1]. Одним из таких меди-
аторов считается нейтрофильная эластаза, которая 
в разных ситуациях может выступать и как про-
воспалительный, и как противовоспалительный 
агент. Наибольшее ее количество определяется в 
азурофильных цитоплазматических гранулах ней-
трофилов. Незначительные концентрации опреде-
ляются в моноцитах и Т-лимфоцитах [1]. Эластаза 
выступает как активный компонент иммунитета, 
участвуя в расщеплении белковых компонентов 
бактериальной стенки [1].
Ранняя диагностика инфекционного процесса 
является залогом своевременного лечения и пре-
дотвращения развития осложнений, которые пред-
ставляют угрозу не только для беременной женщи-
ны, но и для плода.
В настоящее время с целью диагностики раз-
личной инфекции применяется ряд методик, ко-
торые различаются между собой чувствительно-
стью, специфичностью, удобством применения, 
доступностью и ценой. Поэтому разработка новых 
недорогих и высокочувствительных методик диа-
гностики инфекционного процесса является акту-
альным на сегодняшний день вопросом.
Цель исследования. Определить уровень про-
теолитической активности в биологических средах 
беременных женщин с инфекционной патологией.
Материал и методы. Была исследована трип-
синподобная (БАПНА-амидазная) и эластазная 
активность в биологических средах беременных 
женщин. Забор сывороток  крови брали у женщин, 
находившихся на родоразрешении на базе родиль-
ного дома №3 города Витебска. Для исследования 
протеолитической активности было взято 23 сыво-
ротки крови  и 12 проб амниотической жидкости 
(АЖ) у беременных женщин с инфекционной пато-
логией. В качестве контрольной группы использо-
вались сыворотки беременных женщин без инфек-
ционной патологии.
Нами была модифицирована методика опреде-
ления активности эластазы в биологических жид-
костях, которая была предложена Гюн-Хван и Ким 
Хен [2]. Сущность модификации заключается в 
том, что вместо дорогостоящих фильтров, пред-
назначенных для извлечения из раствора остатков 
эластин-Конго красного, было применено осажде-
ние субстрата путём центрифугирования [3]. Эла-
стаза расщепляла эластин, и конго-красный пере-
ходил в раствор, изменяя его цвет с бесцветного на 
красный  с максимальным спектром поглощения 
495 нм.
Реакционная смесь состояла из 400 мкл раство-
ра эластин-Конго красного на  трис-HCl буфере рН 
7,4 и 100 мкл  сыворотки крови или АЖ. Контролем 
служили  пробы, содержащие буферный раствор 
в количестве 400 мкл и 100 мкл сыворотки крови 
или АЖ. Далее проводили инкубацию проб в тер-
мостате при t=37º C в течение 20 часов. Затем про-
бы извлекали из термостата и центрифугировали в 
течение 7 минут (10 тыс об/мин; MICRO 120) для 
осаждения оставшегося эластина-Конго красного в 
виде не разрушенных частиц. Из надосадка брали в 
дублях по 150 мкл раствора и переносили в лунки 
96 луночного полистиролового планшета. Планшет 
помещали в многоканальный спектрофотометр 
Ф300, где при длине волны 492 нм определяли оп-
тическую плотность в лунках. 
Для определения БАПНА-амидазной актив-
ности сывороток крови и АЖ в качестве субстра-
та протеолиза использовали бензоиларгинин-р-
нитроанилид. Выбор субстрата обусловлен тем, 
что распад БАПНА происходит только в результате 
расщепления амидной (аналога пептидной) связи 
по аминокислотам Arg-Lis. В лунки плоскодонного 
стерильного планшета для ИФА вносилось 0,2 мл 
раствора БАПНА (24 мг БАПНА растворяется в 0,9 
мл диметилсульфоксида и доводится до 30 мл 0,05М 
трис-NaOH буфером-рН 7,4) и 0,005 мл исследуе-
мой сыворотки или АЖ. Учет результатов реакции 
осуществлялся после 20-ти часовой инкубации при 
температуре 37,6º С на анализаторе иммунофер-
ментном фотоэлектрическом при длине волны 405 
нм. Для пересчета полученного результата в пико-
каталы нами была использована формула: 
Y = 0,028+11×Eоп
Где Y – искомый результат; 
Еоп  - оптическая плотность пробы минус опти-ческая плотность контроля. [4].
Статистическую обработку полученных данных 
проводили с использованием программ «Microsoft 
Excel 2007», «Statgrap 2.1». 
Результаты и обсуждение.
В результате средняя активность эластазы в сы-
воротке крови при pH 7,4 для контрольной группы 
составила: M±m=0,049±0,027 Пкат, для группы па-
циентов с инфекционной патологией – 0,068±0,02 
Пкат (p<0,05). Средняя активность эластазы в сы-
воротке крови при pH 8,8 для группы пациентов с 
инфекционной патологией составила – 0,054±0,03 
Пкат. При сравнении эластазной активности сы-
вороток крови у пациентов с инфекционной пато-
логией было установлена, что при рН 7,4  уровень 
активности оказался достоверно выше, чем при рН 
8,8 (p<0,05).
Средняя активность эластазы АЖ при рН 7,4 для 
опытной группы  составила 0,579±0,45 Пкат, при рН 
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8,8 – 0,355±0,35 Пкат. При сравнении данных групп 
между собой достоверных отличий не получено.
Среднее значение БАПНА-амидазной активно-
сти сывороток для  контрольной группы составило 
2,11±0,65 пкат, для группы пациентов с  инфекци-
онной патологией – 3,55±1,03 пкат (p<0,01). Сред-
няя БАПНА-амидазная активность АЖ для опыт-
ной группы была ниже, чем в сыворотке, и соста-
вила 0,049 пкат. При делении пациенток на группы 
с маловодием и без данной патологии уровень 
БАПНА-амидазной активности сывороток крови 
в первой группе был достоверно ниже, чем во вто-
рой: 3,13±0,23 пкат и 4,35±0,39 пкат соответственно 
(p=0,002). При сравнении БАПНА-амидазной ак-
тивности сывороток крови у пациентов с малово-
дием (4,693±1,99 Пкат) и многоводием (2,699±1,44) 
достоверных отличий получено не было (р>0,05).
Выводы.
1. Выявлено, что при беременности, отягощен-
ной маловодием и многоводием, уровень нейтро-
фильной эластазной активности сывороток крови 
выше на 70%, чем у беременных без инфекционной 
патологии, что может служить маркером активно-
сти инфекционного процесса.
2. Установлено статистически значимое повы-
шение нейтрофильной эластазы в амниотической 
жидкости у беременных  женщин с инфекционной 
патологией.
3. Обнаружено повышение уровеня БАПНА-
амидазной активности в сыворотке крови у бере-
менных с инфекционной патологией, при этом бо-
лее высокий уровень оказался в подгруппе пациен-
ток с маловодием.
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Актуальность. Воспаление активирует распад 
тканей, в результате которого происходит высво-
бождение клеточной ДНК. Вследствие этого суще-
ствует возможность оценки воспалительного про-
цесса по уровню свободной ДНК, которая выходит 
из клеток при их разрушении. 
Для определения ДНК в настоящее время пред-
лагается обширный набор методов, основанных 
либо на поглощении растворов ДНК в УФО-обла-
сти, либо на взаимодействии ДНК со специфически-
ми красителями, чаще всего – флюоресцентными. 
В последнем случае для выявление комплексов 
«ДНК-краситель» применяют прямую флюориме-
трию реакционной смеси, а также ПЦР-анализ в 
режиме реального времени, капиллярный электро-
форез, гель-электрофорез, обращенно-фазовую 
ВЭЖХ и т.д. Однако вышеперечисленные методы, 
как правило, требуют дорогостоящего оборудова-
ния и реагентов; вследствие этого их использова-
ние затруднительно в обычной практике клинико-
диагностических лабораторий. 
Кроме того, хорошо известно, что основными 
клетками иммунной системы, участвующими в 
воспалительных и антимикробных реакциях, яв-
ляются нейтрофильные гранулоциты. Недавно был 
описан новый механизм их антимикробного дей-
ствия Оказалось, что нейтрофилы после активации 
выбрасывают во внеклеточное пространство сете-
подобные структуры – нейтрофильные  внеклеточ-
ные ловушки. В их состав входит ДНК, гистоны, 
а также различные белки и ферменты гранул. По-
этому можно предположить, что количество ДНК 
отражает активность нейтрофилов в тканевом вос-
палении. 
Отсюда адаптация метода определения ДНК для 
ее оценки непосредственно в клиническом матери-
але позволила бы не только установить степень или 
стадию воспалительного процесса, но и косвенно 
оценить функциональную активность лейкоцитов.
Целью настоящей работы стала разработка ме-
тодики качественного и количественного опреде-
ления ДНК как индикатора воспалительного про-
цесса. 
Материал и методы. В качестве флюоресцент-
ного красителя для взаимодействия с ДНК нами 
был избран этидия бромид исходя из соотноше-
ния характеристик «специфичность/чувствитель-
ность/стоимость». Колориметрический краситель 
метиловый зеленый уступает бромистому этидию 
по чувствительности, а новые высокоактивные 
флюоресцентные ДНК-красители Sybr  Green или 
PicoGreen существенно превосходят этидий по сто-
имости.
При выполнении исследования смешивали рас-
творы ДНК в концентрациях от 20 до 0,1 мкг/мл с 
раствором этидия бромида в конентрации 5 мкг/мл 
(оба реактива – производства Sigma, США). В кон-
троль включали раствор бромида этидия без ДНК. 
Измерения флюоресценции проводили на спек-
трофлюориметре производства ЗАО «Солар». 
